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LISTA DELLE ABBREVIAZIONI
Lista delle principali abbreviazioni riportate nel testo, in ordine di apparizione.
Morbo di Parkinson (Parkinson disease): PD
Sostanza nera: SN
Parkinson autosomico recessivo giovanile (Autosomic juvenile Parkinson): AJP
Locus coeruleus: LC
Sostanza nera pars compacta: Snpc
Dopamina: DA
Sostanza nera pars reticolata: SNpr
Noradrenalina: NA
Neuromelanina: NM
Area ventrale tegmentale (Ventral tegmental area): VTA
Morbo di Alzheimer (Alzheimer disease): AD
1-metil-4-fenil-4-propionossipiperidina: MPPP
1-metil 4-fenil 1,2,3,6-tetraidro-piridina: MPTP
Monoamminossidasi B: MAO B
Trasportatore della dopamina: DAT
Specie reattive dell'ossigeno (Reactive oxygen species): ROS
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3,4-diidrossi-l-fenilalanina: DOPA
Acido 2-3 pirrolo dicarbossilico: PDCA
Acido 2,3,5 tricarbossilico: PTCA
Acido 3-4 tiazolo dicarbossilico: TDCA
Acido 2,3,5 tiazolo dicarbossilico: TTCA
Cisteinil-dopamina: Cys-DA
3-aminoisomero: 3-AHPEA
4-aminoisomero: 4-AHPEA
Cromatografia  liquida  ad  alta  prestazione  (High  performance  liquid 
chromatography): HPLC
HPLC con rilevatore elettrochimico (HPLC-electrochemical detection): HPLC-EC 
HPLC con rilevatore spettrofotometico (HPLC-UV detection): HPLC-UV
Cisteinil-DOPA: Cys-DOPA
Tirosina idrossilasi: TH
Acido 3,4 diidrossi-fenil-acetico: DOPAC
Catecol-o-metil-transferasi: COMT
Acido omovanillico: HVA
Metanfetamine: METH
Cisteina: Cys
Dopamin-chinone: DAQ
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Glutatione: GSH
Diidrobenzitiazina: DHBT-1
3-[(3-colamidopropil)dimetilammonio]propano-sulfonato: CHAPS
Tris(idrossimetil)amminometano cloridrato: Tris
Trifluoroetanolo: TFE
Spettrometria  di  massa  accoppiata  a  cromatografia  liquida  (Liquid 
chromatography-mass spectrometry): LC-MS
Resina ammino-fenilboronato (Phenyl-amminoboronate): PBA
Non legato: NL
Primo lavaggio: L1
Ultimo lavaggio: UL
Eluizione: E
Glutationil-dopamina: GSH-DA
Acido trifluoroacetico: TFA
Acido etilendiamminotetraacetico: EDTA
Sodio dodecil-solfato: SDS
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RIASSUNTO
Il  morbo  di  Parkinson  è  una  malattia  neurodegenerativa  che  colpisce 
prevalentemente  le  aree  cerebrali  motorie.  E'  causato  inizialmente  dalla 
degenerazione dei neuroni della sostanza nera e del locus coeruleus, due aree 
catecolaminergiche.  Nei  neuroni  di  entrambe  le  aree  è  presente  un  pigmento 
chiamato  neuromelanina  che  si  accumula  con  il  progredire  dell'età.  Le 
catecolammine  libere  nel  citoplasma  sono  molto  reattive  e  possono  sia 
polimerizzare, andando a costituire il core della neuromelanina stessa, sia legarsi a 
molecole  nucleofile  che  si  trovano  nel  citoplasma,  tra  cui  cisteine  o  residui  di 
cisteine presenti  nelle catene peptiche. Il  legame tra la dopamina e i  residui di 
cisteina  rischi  di  inattivare  la  funzione  della  proteina,  e  rappresenta  quindi  un 
potenziale fattore di rischio per la vita cellulare. In questo lavoro sono state estratte 
le  proteine  di  sostanza  nera  e  putamen  umani  per  determinare  se  nei  tessuti 
cerebrali umani sono presenti addotti catecolamine-proteine. La frazione proteica è 
stata caricata su una resina di fenil-boronato, che lega i dioli in modo reversibile 
pH-dipendente. Questo sistema permette di isolare eventuali proteine dopaminate 
da una miscela. Gli eluati della resina sono stati idrolizzati e analizzati in HPLC per 
rilevare la presenza di eventuale cisteinil-dopamina. Per ognuna delle due aree 
sono stati  confrontati  tre soggetti di età compresa tra 52 e 89 anni. In nessuna 
frazione di nessuna delle due aree è stata trovata cisteinil-dopamina proveniente 
dalle proteine idrolizzate. E' possibile ipotizzare che nei tessuti cerebrali umani la 
dopamina in eccesso venga immagazinata nella neuromelanina e che quindi non 
sia libera di reagire con le proteine, oppure che la dopamina si leghi alle proteine 
ma che queste vengano eliminate dal sistema ubiquitina-proteasoma, o incorporate 
nella  struttura  della  neuromelanina e vadano a costituire  la  parte  peptidica del 
pigmento.
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ABSTRACT
Parkinson disease is a neurodegenerative disorder that results primarily from the 
death of dopaminergic neurons in the substantia nigra and locus coeruleus. In both 
areas  neurons  contain  a  melanic  pigment,  called  neuromelanin.  This  pigment 
accumulates linearly during aging and originates from an excess of free cytosolic 
dopamine. Dopamine is the most reactive catecholamine and, when is free in the 
cytosol, can easily oxidize to reactive quinone. Dopamine-quinone can polymerize 
and form the neuromelanin core or bind nucleophilic  species like free cysteine, 
glutathione, or cysteine found in protein. Because of cysteine is often localized in 
the active enzymatic site, the addiction of dopamine-quinone to cysteine may alter 
the protein function. In this way dopamine can be a potential neurotoxic factor for 
the cellular life. In order to verify if dopamine-protein adducts are present in human 
cerebral  tissue, we exctracted and analysed the protein from human substantia 
nigra  and  putamen.  The  proteins  extracted  from tissue  were  incubated  with  a 
amino-phenyl boronate resin (that selectively bind cis-diols present on dopamine) 
to  isolate  hypothetical  dopaminated  proteins.  The  elutes  were  hydrolyzed  and 
analysed  by  HPLC.  In  both  samples  we  haven’t  observed  the  presence  of 
cysteinyl-dopamine adducts. On the base of these results we can hypothesize that: 
1) excess of dopamine in human brain tissue is stored in neuromelanin and isn’t 
able to react with the proteins; 2) dopamine binds the protein but the adducts are 
removed by ubiquitin-proteasome system or  included  in  neuromelanin  structure 
forming the peptidic component of the pigment.
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1 INTRODUZIONE
1.1 Il morbo di Parkinson: introduzione
Il morbo di Parkinson (PD) è una malattia neurodegenerativa che colpisce le vie 
motorie,  causata dalla  degenerazione dei  neuroni  dopaminergici  della  sostanza 
nera (SN). E’ stato descritto per la prima volta da James Parkinson nel 1817 [1]ed 
attualmente è la seconda malattia neurodegenerativa dopo l’Alzheimer. L’età media 
di  insorgenza  è intorno  ai  55 anni,  tranne  nei  rari  casi  di  Parkinson giovanile, 
Parkinson autosomico recessivo giovanile (AJP) in cui i primi sintomi si registrano 
a circa 30 anni. I casi in cui la malattia è dovuta a mutazioni genetiche sono solo il 
5%; per tutti gia altri casi si parla di PD idiopatico, del quale le cause sono ancora 
in  gran  parte  sconosciute.  La  comprensione  della  eziologia  della  malattia  è 
ostacolata  dal  fatto  che  al  momento  della  comparsa  dei  primi  sintomi  è  già 
avvenuta la perdita di circa il 60% dei neuroni dopaminergici nigrali e di circa l'80% 
dei neuroni del putamen, con un grave ritardo sugli effettivi fenomeni che portano 
alla comparsa del morbo [2].
Il  PD  è  caratterizzato  da  tre  sintomi  principali:  tremore,  bradicinesia  e  rigidità 
muscolare. Tra gli effetti iniziali della malattia si può avere la perdita quasi totale 
del senso dell’olfatto. Successivamente possono comparire i primi tremori alle mani 
che consistono in piccoli movimenti rotatori ripetuti. Il tremore si manifesta a riposo 
e  per  questo  viene  detto  di  tipo  statico.  Si  attenua  durante  l'esecuzione  dei 
movimenti  e  si  esalta  negli  stati  d'ansia.  Inizialmente  consiste  in  movimento 
oscillatori di parti del corpo, mentre con l'aggravarsi della malattia il tremore si può 
estendere a tutto il corpo. La bradicinesia è lenteza nella esecuzione dei movimenti 
e nella difficoltà ad iniziarne di nuovi, da cui deriva instabilità posturale, sensazione 
di  cadere e esecuzione di movimenti involontari  che allungano l’esecuzione del 
movimento volontario. La rigidità muscolare causa difficoltà a iniziare il movimento, 
che viene concluso correttamente se il paziente è aiutato [3], [4]. In stadi avanzati 
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della  malattia  possono  aggiungersi  al  quadro  complessivo  difficoltà  a  parlare, 
demenza e depressione [5]. 
A livello anatomo-patologico la caratteristica principale del  PD è la presenza di 
inclusioni citoplasmatiche chiamate corpi di Lewy (fig 1.1). Sono stati descritti per 
la  prima  volta  da  Lewy,  da  cui  prendono  il  nome  nel  1912.  Si  tratta  di  corpi 
tondeggianti di diametro variabile, compreso tra 8 e 30 µm, fatti da fibre di proteine 
aggregate. Si accumulano principalmente nella SN, ma si possono trovare anche 
in aree della corteccia e nelle fibre olfattive.  Studi  di  immunoistochimica hanno 
mostrato che la principale componente dei corpi di Lewy è una proteina chiamata α 
sinucleina. 
  
 Fig 1.1: Cor o di Lewy 
Fig 1.1: neurone con un corpo di Lewy, indicato dalla freccia. 
1.2 Aree colpite
Nel corso del PD vengono colpiti prevalentemente i neuroni catecolaminergici: in 
primo luogo degenerano quelli  della Sostanza Nera,  con gravi  danni per la via 
nigro-striatale, e successivamente quelli del Locus Coeruleus (LC). 
La  SN  è  divisibile  in  due  parti:  la  pars  compacta  (SNpc),  che  utilizza  come 
neurotrasmettitore la dopamina (DA), e la pars reticolata (SNpr), GABAergica. La 
Snpc appare di colore scuro, ed è costituita da neuroni intensamente pigmentai. 
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Nella SNpr i neuroni pigmentati sono meno numerosi e meno pigmentati. Nel corso 
della malattia degenera solo la SNpc, mentra la SNr non è interessata dal decorso 
della malattia. La SNpc riceve impulsi da aree corticali, in particolar modo da quelle 
associative,  e  proietta  al  putamen,  e  al  caudato,  attraverso cui  interviene sulla 
attività  dei  nuclei  talamici.  La via  nigro-striatale  è  un nodo fondamentale  per  il 
controllo del movimento: interviene nella via diretta e nella via indiretta di controllo 
dei nuclei del talamo che  proiettano alla corteccia premotoria. La degenerazione 
della SNpc provoca una inibizione della via diretta e una mancata inibizione della 
via indiretta: in entrambi i casi il risultato è che vengono fortemente inibiti i nuclei 
del  talamo  che  eccitano  la  corteccia.  La  mancanza  del  segnale  da  parte  di 
quest’area corticale provoca quindi dei disturbi nel controllo del movimento: non 
nella loro programmazione, ma piuttosto nella loro coordinazione. 
Fig 2: A) Localizzazione della SN; B) Proiezioni e afferenze
Il LC si trova nella posizione rostrale del mesencefalo, a livello del quarto ventricolo 
del  cerveletto  ed  utilizza  noradrenalina  (NA)  come  trasmettitore.  Le  proiezioni 
discendenti sono dirette verso i neuroni delle corna ventrali, di quelle intermedie e 
di quelle dorsali, e le ascendenti verso il cerveletto, l'ipotalamo e l'amigdala. Danni 
in questa area sono coinvolti in forme depressive, attacchi di panico e stati d'ansia. 
Il deterioramentro che avviene durante il PD è probabilmente responsabile delle 
13
  
Fig 1.2: Sostanza nera
A B
forme depressive che colpiscono alcuni pazienti. 
Entrambe le aree prendono il loro nome dalla presenza di un pigmento scuro che si 
trova all'interno dei loro neuroni: la neuromelanina (NM). E' un pigmento melanico 
di colore marrone-nero che si accumula nei neuroni nel corso dell'invecchiamento. 
La NM è in parte proprio un prodotto della ossidazione e polimerizzazione delle 
catecolammine  [6] Vicino alla  SN troviamo un’altra  area dopaminergica,  l'  area 
ventrale tegmentale (Ventral tegmental area: VTA), in cui  non c’è NM. La VTA si 
distingue dalla SN per un maggior livello del trasportatore VMAT, la proteina che 
trasporta  la  DA  all’interno  delle  vescicole  sinaptiche:  poiché  isola  il 
neurotrasmettitore in un contesto in cui si ossida difficilmente, l'alta concentrazione 
di VMAT impedisce la formazione della NM.
Nel corso del PD muoiono progressivamente la maggior parte dei neuroni nigrali; 
vengono colpiti  soprattutto  quelli  contenenti  maggior  quantità  di  neuromelanina 
mentre  quelli  meno pigmentati  sopravvivono in  numero maggiore  [7].  I  neuroni 
della  VTA invece  difficilmente  vengono  colpiti  dalla  malattia,  nonostante  siano 
anch'essi dopaminergici. 
Fig.1.3: Perdita di pigmentazione della SN in un paziente parkinsoniano, dovuta 
alla morte dei neuroni contenenti NM
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1.3 Eziologia del morbo di Parkinson
Le cause del morbo di Parkinson sono ancora in gran parte sconosciute: solo il 5 
% dei casi è riconducibile a un pattern genetico dominante o recessivo [8] mentre 
la maggior parte dei casi sono di tipo sporadico. Attualmente il principale rischio 
osservato per lo sviluppo della malattia è l'invecchiamento. Si sta studiando molto 
per capire se ci sono delle vie metaboliche comuni che vengono danneggiate in 
grado di dare conto delle forme di PD.
1.3.1 Geni coinvolti
Anche se i  casi  di  PD genetico sono molto rari,  per i  ricercatori  è interessente 
studiarne  le  vie  metaboliche.  Nel  morbo  di  Alzheimer  (AD)  per  esempio  i  geni 
responsabili  sono  coinvolti  in  uno  stesso  pattern  metabolico  che,  danneggiato, 
provoca la malattia. Nel caso del PD invece i geni collegati allo sviluppo dei sintomi 
non sono chiaramente collegati tra di loro, ma si spera che lo studio di queste vie 
possa fornire indicazioni più chiare anche sui casi di PD idiopatico. Attualmente 
sono stati identificati 15 loci suscettibili (identificati con la sigla PARK) per 11 geni. 
Di questi i più importanti sono il gene per l'α-sinucleina e LRRK2, e DJ-1, PINK 1, e  
la parkina, associati alle forme recessive. 
1.3.1.1 α-Sinucleina
L' α-sinucleina è una proteina di 140 aminoacidi abbondantemente espressa nel 
cervello e in piccole quantità  nel  miocardio,  tessuto connettivo,  milza,  prostata, 
tiroide,  pancreas  e  piastrine  [9].  Nei  neuroni  è  generalmente  associata  alla 
membrana  pre-sinaptica  [10] ma  nonostante  sia  studiata  da  molti  anni  non  si 
conosce ancora del tutto la sua funzione: si associa alle membrane e sembra che 
possa stabilizzare la curvatura del bilayer, si lega alle vescicole ed è capace di 
inattivare la fosolipasi D. Questi dati suggeriscono che l' α-sinucleina sia coinvolta 
nella regolazione del rilascio delle vescicole sinaptiche [11] e in particolar modo di 
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quelle della dopamina [12]. La proteina si trova fisiologicamente come monomero 
solubile, ma la sua caratteristica è che tende facilmente ad aggregare e formare 
fibrille. La patogenicità dell' α-sinucleina è infatti legata alla tendenza ad aggregarsi 
in  particolari  condizioni  ed è  stata  identificata  nelle  placche amiloidi  di  pazienti 
affetti da Alzheimer [13], [14]. 
Nel 1996 Polymeropoulos e collaboratori trovarono una mutazione sul cromosoma 
4 in soggetti con PD con una età di insorgenza media intorno a 55 anni e un anno 
più tardi è stato dimostrato che la responsabile è una mutazione missenso A53T 
nel  gene  dell'  α-sinucleina  [15].  Studi  di  immunoistochimica  successivi  hanno 
rilevato che la forma fibrillare di questa proteina è la maggior componente dei corpi 
di Lewy, e questo ha acceso grande interesse nei confronti di questo gene  [16]. 
Mutazioni che lo riguardano sono state dimostrate anche per altre malattie, che 
collettivamente prendono il nome di sinucleopatie  [17]. In particolar modo è stato 
osservato che la maggior parte delle mutazioni dannose a carico del gene hanno 
come conseguenza  una  sua  maggiore  espressione:  le  mutazioni  su  promotore 
collegate alla patologia sono mutazioni che fanno aumentare I livelli della proteina, 
e le famiglie che hanno duplicazioni o triplicazioni del gene sono soggette a un 
abbassamento dell'età di insorgenza della malattia [18], [19], [20]. 
Come accennato la  citotossicità della  α-sinucleina è legata alla sua capacità di 
polimerizzare, ed infatti le forme mutate A30P e A53T hanno anche una maggiore 
tendanza a disporsi in aggregati simili ai corpi di Lewy [21] rispetto alla forma wild 
type.  E'  stato  ipotizzato  che  la  forma  più  pericolosa  di  aggregazione  siano  le 
protofibrille, la cui forma ricorda una classe di porine batteriche che potrebbero 
indurre  una  inappropriata  permeabilizzazione  delle  mambrane.  A conferma  di 
questa teoria le forme mutate A30P e A53T inducono una particolare capacità di  
formare le protofibrille. Non è ancora chiaro quali siano i fattori che inducono la 
aggregazione  della  α-sinucleina  nel  PD  e  in  generale  nelle  sinucleopatie.  E' 
interessante notare che la attività della α-sinucleina è legata alla presenza della 
DA; la sua patogenicità si manifesta particolarmente nelle cellule dopaminergiche, 
probabilmante a causa delle specie radicaliche che si liberano nella biosintesi del 
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neurotrasmettitore.  Gli studi condotti sulla interazione tra la proteina e l'ambiente 
cellulare suggeriscono che l' aggregazione avviene in presenza della DA in modo 
mediato da specie radicaliche dell'ossigeno. Le catecolammine, e in particolare la 
dopamina,  possono  reagire  con  l'alfa  sinucleina  in  modo  da  stabilizzare  le 
protofibrille  [22]. In questo modo aumenterebbero l'azione tossica della proteina, 
impedendo che le fibrille si leghino negli agregati meno reattivi. Sostanze tossiche 
come il paraquat e il rotenone inducono l'aggregazione, attraverso l'inattivazione 
della attività mitocondriale  [23]. Anche altri fattori di stress ossidativo giocano un 
ruolo importante in questo processo. Con l'avanzare dell'età aumentano i livelli di 
α-sinucleina nella citoplasma, e le forme danneggiate che la cellula non riesce a 
eliminare  si  possono accumulare  in  modo patologico  [24].  Il  modo  in  cui  l'  α-
sinucleina  esercita  la  sua  azione  citotossica  non  è  ancora  stato  delucidato 
completamente. Molti dati portano a pensare che possa danneggiare l'attività del 
sistema ubiquitina-proteasoma: la sovraespressione della α-sinucleina in colture 
cellulari  implica  un  abbassamento  della  tolleranza  a  inibitori  del  proteasoma, 
suggerendo  che  l'eccesso  della  proteina  porti  già  un  danno  al  sistema  [25]. 
L'azione della proteina è diretta comunque verso molti pathway, perchè è coinvolta 
nel danno all'attività della autofagia mediata da chaperoni [26], ai mitocondri [27], a 
difetti  nel  traffico  cellulare  [28] e  a  un  aumento  di  stress  ossidativo.  La 
sovraespressione della proteina inibisce anche l'espressione della VMAT [29]
1.3.1.2 Parkina
Il gene della Parkina è stato individuato perchè associato alla forma giovanile di 
Parkinson in una famiglia giapponese  [30]Mutazioni sul gene della parkina sono 
relativamente diffuse nelle forme di  Parkinson familare.  La parkina è capace di 
legare un numero singolarmente alto di substrati, e si pensa che funzioni come una 
E3 ligasi, e quindi che entri in gioco nel pathway della ubiquitina-proteasoma [31]. 
La gran parte delle mutazioni  sul  gene portano a una perdita di  funzione della 
proteina, che non sarebbe così più capace di legare correttarmente i substrati: la 
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mancata  eliminazione  delle  proteine  target  portebbe  portare  a  un  accumulo  di 
sostanze neurotossiche nella cellula. Sono stati  creati  dei  topi  knock out per la 
parkina,  ma contrariamente a quello  che ci  si  aspettava questi  topi  non hanno 
sviluppato una forma Parkinson-simile, ma hanno mostrato livelli ridotti di proteine 
convolte  nella  protezione  dei  mitocondri  da  stress  ossidativo  [32],  [33].  La 
conseguenza  di  queste  caratteristiche  è  una  maggior  sensibilità  allo  stress 
ossidativo,  che  aumenta  con  l'età,  e  una  minore  efficienza  della  attività 
mitocondriale.  Viceversa,  la  sovraespressione  della  parkina  in  colture  cellulari 
conferisce protezione nei confronti di agenti che inducono una apoptosi mediata da 
danni  mitocondriali  [34].  E'  possibile  che  la  induzione  della  malattia  legata  a 
mutazioni sul gene della parkina sia legata al danno mitocondriale che si manifesta 
con  il  progredire  dell'età.  La  parkina  è  in  grado  di  proteggere  la  cellula  dalla 
tossicità indotta dalla DA, con un meccansimo ancora non del tutto noto  [35]. In 
colture cellulari la sovraespressione della parkina controbilancia il  danno indotto 
dalla sovraespressione della  α-sinucleina. Le due proteine non sono in grado di 
interagire, secondo quello che sappiamo attualmente, ma questi dati indicano che 
l'azione di entrambe potrebbe confluire in un unico pathway. 
1.3.1.3 Altri geni
UCHL1, PINK1, DJ1 e LRRK2 sono altri  geni  interessanti  per la comprensione 
della malattia, trovati associati allo sviluppo di PD idi tipo famigliare. In particolare 
DJ1 è una proteina che ha funzione di neuroprotezione nei confonti dello stress 
ossidativo: ad esempio elimina l'azione tossica del perossido di idrogeno attraverso 
l'ossidazione dei residui di cisteina della sua struttura  [36].  In vitro condizioni di 
stress ossidativo inducono l'aggregazione di DJ1 e parkina [37]. Probabilmente la 
mutazione sul gene impedisce la funzione di neuroprotezione della proteina.     
1.4 Patogenesi del morbo di Parkinson
A  livello  cellulare  il  PD  è  caratterizzato  da  tre  principali  caratteristiche: 
aggregazione proteica, disfunzioni mitocondriali e stress ossidativo [2]. Il processo 
di invecchiamento può esacerbare tutti questi processi, perchè nel tempo i sistemi 
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di  riparazione  dei  danni  e  di  eliminazione  delle  proteine  non  foldate  diventano 
meno efficienti. La mancata rimozione provoca un accumulo dei danni all'interno 
della cellula che se raggiungono un livello intollerabile per la cellula ne provocano 
la morte.
1.4.1 Aggregazione proteica
Una importante caratteristica del PD è la presenza di aggregati proteici nel citosol. 
Sono  aggregati  formati  da  proteine  non  correttamente  foldate  o  ossidate,  e 
possono  essere  precipitazioni  di  proteine  polimerizzate,  o  secondo  alcuni 
rappresentano  un  modo  di  sottrarre  dall'ambiente  cellulare  le  proteine 
potenzialmente  dannose  [38]. Si  trovano  maggiormente  nell'età  anziana  [39] 
poichè con l'invecchiamento il sistema di degradazione delle proteine danneggiate 
diventa  meno  efficiente  e  quindi  i  danni  possono  accumularsi.  I  neuroni  sono 
cellule  particolarmente  sensibili  a  tali  problemi  in  quanto  post  mitotiche.  Gli 
aggregati  proteici  possono  danneggiare  la  cellula  deformandone  la  forma  e 
intralciando  i  corretti  scambi  all'interno  della  stessa,  oppure  legando  proteine 
importanti  per  la  vita cellulare impedendone la funzione. Non è ben noto cosa 
faccia  partire  inizialmente  la  aggregazione  proteica.  Lo  stress  ossidativo  è 
probabilmente  una  delle  cause:  la  presenza  di  proteine  ossidate  aumenta  con 
l'invecchiamento ed è provato che i corpi di Lewy contengono prevalentemente α-
sinucleina modificata dall'attacco di radicali o altre forme di stress ossidativo [40]. 
1.4.2 Disfunzioni mitocondriali e tossine
Nel 1982 dei giovani che facevano uso di droghe svilupparono una malattia simile 
al  Parkinson.  Nel  tentativo  di  sintetizzare  l'1-metil-4-fenil-4-propionossipiperidina 
(MPPP) era stato prodotto per sbaglio anche una sostanza di scarto chiamata 1-
metil  4-fenil  1,2,3,6-tetraidro-piridina  (MPTP),  responsabile  della  malattia  a  cui 
sono  adati  incontro  [41]. L'MPTP  riesce  a  attraversare  facilmente  la  barriera 
ematoencefalica  [42], entra  nel  cervello  e  viene  degradatato  dalla 
monoamminossidasi B (MAO B) delle cellule gliali a MPP+, che è la vera sostanza 
tossica del processo. L'MPP+ è in grado di legarsi al trasportatore della DA (DAT) e 
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entra nei neuroni della SN [43]. A questo punto può agire attraverso tre vie: può 
interagire con vari enzimi, specialmente quelli che hanno cariche negative [44], può 
mimare il  substrato della VMAT e entrare nelle vescicole sinaptiche  [45] oppure 
entra nei mitocondri e interagisce con il complesso I mitocondriale  [46]. Quando 
viene internalizzato nelle vescicole la sua tossicità è ridotta: la sovraespressione 
della VMAT rende cellule in coltura resistenti all'azione dell'MPP+  [45]. La bassa 
espressione della  VMAT è uno di  motivi  per  cui  i  neuroni  della  SN sono i  più 
sensibili all'azione della MPP+; infatti le altre cellule che esprimono la DAT sono 
meno soggette all'azione di questa tossina. La via che porta l'MPP+ a inibire il 
complesso  I  mitocondriale  è  quello  più  tossico  per  la  vita  cellulare.  Quando  il 
complesso  I  mitocondriale  viene  fortemente  inibito  aumenta  la  produzione  di 
radicali dell'ossigeno (ROS) che sono estremamente dannosi per la cellula [47], e 
diminuisce la produzione di ATP, bloccando gran parte dei processi che avvengono 
nella cellula [48]. L'abbassamento dei livelli di ATP provoca anche una non corretta 
internalizzazione della DA nelle vescicole sinaptiche [49]. La presenza della DA nel 
citosol è un ulteriore fattore di rischio perchè può facilmente interagire con i ROS. 
La  presenza  della  NM  è  un  altro  fattore  che  rende  i  neuroni  della  SN 
particolarmente  sensibili  a  questa  tossina:  come  abbiamo  visto  infatti  la  NM 
accumula  ferro  che  può  interagire  con  i  ROS  prodotti  conseguentemente 
all'intossicazione da MPTP [50]. La somministrazione ripetuta nel tempo di basse 
dosi di MPTP fa sviluppare nelle cavie una sindrome molto simile al PD, in cui c'è 
una degenerazione maggiore delle cellule della SNpc rispetto a quelle della VTA, 
una perdita prevalente dei terminali che proiettano allo striato e  la formazione di 
aggregati proteici di α-sinucleina simili ai corpi di Lewy [51]. Questi aspetti hanno 
reso l'MPTP la tossina prevelntemente usata nei modelli di studio del PD. Esistono 
altre tossine che inducono malattie Parkinson-simili. Il paraquat è un erbicida usato 
fino  a  qualche  anno  fa,  di  struttura  simile  all'  MPP+.  Agisce  aumentando  la 
produzione  di  radicali  superossido  e  induce  la  formazione  di  aggregati  di  α-
sinucleina  [52]. Anche il  rotenone è una tossina simile all'  MPP+ e agisce nello 
stesso sito inibendo il complesso I mitocondriale [23], [53]. A differenza dell'MPP+ 
però il  rotenone è in grado di  entare facilmente anche in  altri  tipi  cellulari,  ma 
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induce comunque una perdita  selettiva  dei  neuroni  della  SN  [54]. Questo dato 
dimostra  una maggiore sensibilità  delle  cellule  dopaminergiche all'inibizione del 
complesso I e alla cascata di eventi che ne consegue. In seguito alla scoperta della 
azione  dell'MPTP  e  delle  altre  tossine  è  stato  evidente  che  le  disfunzioni 
mitocondriali hanno un ruolo importante nella patogenesi del PD. I dati sperimentali 
dimostrano che i mitocondri dei terminali sinaptici sono più sensibili di quelli dei 
corpi cellulari alla inibizione del complesso I mitocondriale [55]. Cellule ibride in cui 
vengono  trasferiti  mitocondri  di  SN  di  soggetti  parkinsoniani  sono  soggette  a 
apoptosi come le cellule di provenienza [56]. Tutto questo dimostra che il PD è in 
larga parte dovuto a inefficienza dei mitocondri, ma è molto interessante notare 
che questo è parte di una ampia rete di fattori: la eliminazione del gene dell' α-
sinucleina ad esempio rende insensibili  alla presenza dell'MPTP le cellule della 
SN, suggerendo che la riduzione di efficacia del complesso I abbia bisogno di altri  
effettori per portare alla morte cellulare [57], [58]. 
1.4.3 Stress ossidativo
Una caratteristica importante che si trova nel cervello di soggetti affetti da PD è la 
elevata  presenza  di  marcatori  di  stress  ossidativo  [40]. Il  metabolismo 
mitocondriale  produce  fisiologicamente  specie  reattive  dell'ossigeno,  che  nel 
tempo  possono  danneggiare  parti  cellulari.  Se  l'attività  mitocondriale  viene 
ulteriormente  rallentata  da  tossine  o  altri  tipi  di  inibitori  la  produzione  di  ROS 
aumenta.  Quando la cellula invecchia si  abbassano le difese e la possibilità di  
riparare i danni diminuisce e i neuroni sono molto sensibili a questo tipo di danno. 
In particolare, i neuroni della SN sono particolarmente soggetti a causa dei bassi 
livelli  di  glutatione  riscontrati  [59]. Nei  soggetti  PD  inoltre  è  stato  evidenziato 
un'aumento del  ferro reattivo  [60]. Sebbene non sia ancora noto cosa provochi 
questo  aumeno degli  ioni  del  ferro,  la  loro  presenza catalizza delle  reazioni  di 
ossido riduzione potenzialmente pericolose per la cellula.
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1.5 La neuromelanina
1.5.1 Struttura della NM
La NM è un pigmento di colore scuro che si trova principalmente nei neuroni della 
SNpc e del LC e prende il nome dalla somiglianza con la melanina cutanea [50]. I 
neuroni  pigmentati  sono  maggiormente  vulnerabili  nel  PD  rispetto  ai  non 
pigmentati,  ma quelli  poco  pigmentati  sono  relativamente  più  sensibili  di  quelli 
molto pigmentati. La NM si accumula nei neuroni a partire da tre anni di età e la 
sua concentrazione cresce col passare del tempo [61]. Si trova in organelli di circa 
0,5-3 μm circondati da una doppia membrana, il che suggerisce che derivino da un 
processo di  autofagocitosi  [62]. All'interno degli  organelli  la  microscopia a forza 
atomica mostra è costituita da subunità sferiche di 30 nm di diametro circa, che 
hanno  un  core  di  feomelanina  e  una  superficie  di  eumelanina,  con  rapporto 
feomelanina: eumelanina 1:3 [63]. La parte melanica è disposta in strati paralleli tra 
loro, simili alla struttura della grafite , composti da gruppi indolo e da benzotiazine, 
legati a catene alifatiche e a gruppi peptidici  [64] [65]. Gli anelli  benzenici sono 
responsabili della colorazione scura propria del pigmento. Al core della molecola si 
legano gruppi peptidici e lipidi, che rappresentano rispettivamente il 15 e il 30% 
della totalità della molecola [66]. I peptidi possono derivare da un legame tra la NM 
e proteine oppure dalla reazione tra DA e cisteina durante il processo di sintesi  
della NM stessa. La struttura della NM è molto complessa e non è ancora stata del  
tutto delucidata dato che il legame di tipi molecolari diversi complica lo studio della 
struttura, e anche il meccansimo della sua sintesi non è completamente chiaro. La 
NM è oggetto di studi perchè si pensa che sia collegata con il processo di morte 
cellulare anche se sicuramente non è l'unica protagonista dato che si accumula 
fisiologicamente nelle cellule.   
1.5.2 Precursori della NM
Il core della NM è sintetizzato a partire dalle catecolammine. La somministrazione 
diretta  di  DA a  cellule  in  colture  può  risultare  letale,  ma  se  viene  fornita  3,4-
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diidrossi-l-fenilalanina (DOPA) a cellule PC12 questa viene internalizzata e viene 
prodotta DA. E' stato dimostrato che la somministrazione di DOPA per 30 giorni a 
queste  cellule  provoca la  formazione di  strutture  intracellulari  morfologicamente 
simili alla NM umana. Se oltre alla DOPA viene fornita anche la N-acetil cisteina, 
che  previene  la  formazione  di  chinoni  extracellulari  viene  comunque  trovato 
pigmento nelle cellule. Al contrario, se viene somministrato anche un chelante del 
ferro la sintesi del pigmento melanico è quasi nullo. Quando le cellule vengono 
indotte a esprimere alti livelli di VMAT 2 la DA è internalizzata nelle vescicole e 
anche  in  questo  caso  la  sintesi  del  pigmento  viene  ridotta  [67].  La  estrema 
somiglianza del pigmento con la NM umana induce a pensare che la NM segua la 
stessa via di formazione. Questi esperimenti dimostrano che la sintesi della NM 
umana  avviene  a  partire  dalle  catecolammine,  quando  queste  sono  libere  nel 
citosol e quindi più facilmente indotte a ossidarsi e a polimerizzare. La presenza di 
ferro reattivo è fondamentale perchè avvenga questo processo come dimostrato 
dal fatto che la sottrazione degli  ioni ferro con agenti chelanti inibisce la sintesi 
della  NM.  Si  pensa  che  la  sintesi  della  NM sia  un  meccanismo  per  sottrarre 
dall'ambiente  cellulare  l'eccesso  di  catecolammine  non  internalizzate  nelle 
vescicole  sinaptiche,  a  causa  della  bassa  espressione  di  VMAT2  nelle  cellule 
nigrali.  Nel  corso  della  formazione  della  NM  probabilmente  i  chinoni  delle 
catecolammine legano facilmente la cisteina libera, e il prodotto di questa reazione 
può ciclizzare a formare le benzotiazine, che si trovano in abbondanza nella NM. 
La composizione della NM è stata studiata attraverso metodi degradativi  [68]. La 
ossidazione della NM con H2O2 ha come prodotti l'acido 2-3 pirrolo dicarbossilico 
(PDCA) e l'acido 2,3,5 tricarbossilico (PTCA), quando la NM deriva da DA , l'acido 
3-4 tiazolo dicarbossilico (TDCA) e l'acido 2,3,5 tiazolo dicarbossilico (TTCA) per la 
derivazione  da  cisteinil-dopamina  (Cys-DA).  L'idrolisi  con  HI  produce  il  3-
aminoisomero  (3-AHPEA)  e  il  4-aminoisomero  (4-AHPEA).  La  degradazione  e 
l'analisi in HPLC ha permesso di rilevare e quantificare il rapporto di questi prodotti,  
dimostrando che la NM isolata da SN proviene in larga parte dalla polimerizzazione 
della DA, e che incorpora per il  21-25 % Cys-DA [68]. La NM è stata isolata e 
caratterizzata anche in altre aree cerebrali [63]. La degradazione della NM con un 
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metodo ossidativo o riduttivo ha chiarito la diversità tra le NM delle varie aree in 
composizione di DA, DOPA e di cis-addotti  di entrambe le specie. Nei pigmenti  
provenienti  da  putamen,  cervelletto  e  corteccia  premotoria  la  NM  è  costituita 
prevalentemente da cisteinil-DOPA (Cys-DOPA) e non da DA. Quindi mentre nella 
SN c'è un alta componente derivata dalla DA e una parte della Cys-DA, nelle altre 
aree  prevale  la  componente  derivata  dalla  DOPA e  dalla  Cys-DOPA  [69]. La 
composizione della NM suggerisce che i chinoni della DA e della DOPA legati alla 
cisteina si legano per formare il pigmento. La sintesi della NM avrebbe quindi un 
ruolo protettivo, perchè servirebbe per sottrarre dal citosol i chinoni, specie reattive 
e pericolose per la cellula. 
1.5.3 Funzioni neuroprotettiva e neurotossica della NM
I gruppi indolo di cui è costituita la NM la rendono capace di legare con efficienza 
ioni  metallici  liberi  e  tossine  cariche  positivamente,  quali  MPTP  e  paraquat. 
Durante la  patogenesi  del  PD aumenta in  modo significativo la  concentrazione 
degli  ioni  ferro  reattivi  all'interno  della  SN  [70].  Non  sappiamo  il  motivo  della 
seletività di questo processo, ma è stato dimostrato anche che l'aumento del ferro 
non è accompagnato da un aumento delle ferritine, proteine che legano lo ione, 
che  rimane  disponibile  [71]. Il  ferro  è  in  grado  di  catalizzare  la  reazione  tra 
perossido di idrogeno e ione superossido con risultato lo ione idrossile. La NM ha 
una  funzione  neuroprotettiva,  perchè  sequestra  dall'ambiente  cellulare  diverse 
specie tossiche e i metalli, in particolare ferro  [72]. Al tempo stesso però quando 
non è più in grado di trattenere queste specie a causa di un sovraccarico, il ferro 
diventa disponibile e quindi fonte di stress ossidativo [62]. E' dimostrato inoltre che 
la NM liberata nell'ambiente extracellulare, come dopo la morte dei neuroni della 
SN,  attiva  la  microglia  scatenando un  processo  infiammatorio  pericoloso  per  il 
tessuto  [73]. La NM può quindi avere funzione neuroprotettiva o neurotossica, in 
modo dipendente dal contesto in cui si trova.
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1.6 La dopamina
1.6.1 Sintesi e catabolismo
I neuroni della SN sintetizzano dopamina come neurotrasmettitore. Il primo step 
della  sintesi  è  catalizzato  dall'enzima  tirosina  idrossilasi  (TH)  a  partire  dalla 
tirosina. 
Fig 1.4: Step di sintesi della DA
Il primo intermedio di reazione che si forma è la 3,4-diidrossi-l-fenilalanina (DOPA), 
substato  della  DOPA decarbossilasi  che  sintetizza  la  DA.  A  questo  punto  il 
neurotrasmettitore  entra  nelle  vescicole  sinaptiche  grazie  alla  VMAT,  un 
trasportatore di membrana ATPasico. All'interno delle vescicole sinaptiche il pH è 
mantenuto intorno a 5,5 da una pompa protonica, e l'acidità mantiene la DA in 
forma ridotta.
Il catabolismo della DA prevede due vie degradative. Nel primo caso la DA viene 
degradata  dalla  monoamminossidasi,  un  enzima  che  si  trova  sulla  membrana 
esterna mitocondriale. Questa via produce perossido di idrogeno come scarto e 
acido 3,4 diidrossi-fenil-acetico (DOPAC). Nella seconda via degradativa la DA è 
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substrato della catecol-o-metil-transferasi (COMT) e in questo caso si forma come 
prodotto la 3-metossitiramina. Come vediamo dalla figura 1.5, il prodotto finale di 
entrambe  le  vie  è  l'acido  omovanillico  (HVA).  Il  catabolismo  stesso  della  DA, 
producendo H2O2, è in parte responsabile dell'elevato stress ossidativo nelle cellule 
della SN. 
Fig 1.5: Catabolismo della DA
1.6.2 Tossicita' della metanfetamina dopamina-mediata
La somministrazione di metanfetamine (METH) produce una neurodegenerazione 
in cui vengono colpiti principalmente i neuriti delle cellule dopaminergiche [74]. Le 
METH sono basi deboli che legano ioni H+ e creano un disequilibrio nel gradiente 
tra l'interno e l'esterno delle vescicole sinaptiche con conseguente fuoriuscita del 
neurotrasmettitore nel citosol [75]. Le cavie eterozigoti per la delezione della VMAT 
sono  maggiormente  sensibili  all'azione  della  METH,  il  che  suggerisce  che  la 
citotossicità di queste droghe sia mediata dall'azione della DA libera nel citosol [76] 
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La somministrazione di DA nello striato inoltre è tossica in modo dose-dipendente, 
per cui evidentemente la cellula non può supportare elevate dosi di DA libera. 
1.6.3 Meccanismi di ossidazione della DA
La DA è la più reattiva tra le catecolammine  [77]. Quando è libera nel citosol va 
facilmente incontro a ossidazione tramite autossidazione, ossidazione mediata da 
metalli  o ossidazione mediata da enzimi. L'ossidazione dell'anello catecolico ha 
come risultato della reazione il chinone della DA (DAQ), una specie estremamente 
reattiva. Nella fig 1.6 è possibile vedere lo schema della reazione: 
O2
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Fig 1.6: Via di formazione dei chinoni e dell'aminocromo
La DA può ossidarsi  spontaneamente in presenza di  ossigeno molecolare o di 
radicale idrossile [78]. La presenza di radicale idrossile nei neuroni nigrali è favorita 
proprio dal metabolismo della DA, perchè può essere un prodotto della reazione tra 
il perossido di idrogeno, molecola di scarto del catabolismo della DA, e ioni ferro 
liberi nella cellula . La reazione tra la DA e l'ossigeno invece può produrre uno ione 
superossido, estremamente citotossico. Dalla ossidazione stessa della DA quindi si 
possono  formare  ROS  pericolosi  per  la  vita  cellulare  [79]. La  reazione  di 
ossidazione è molto  accellerata  dalla  presenza di  ioni  ferro  o  di  altri  metalli  di 
transizione come manganese o rame. In particolare la specie più reattiva è il Fe3+ e 
la reazione avviene più facilmente a pH basico, dato che il Fe(OH)2+ è più reattivo 
del  Fe3+ libero  [75]. Quando sono presenti  tali  ioni  la  DA cede un elettrone  al 
metallo,  che  si  riduce  e  si  forma un semichinone,  successivamente  si  ha  una 
27
nuova ossidazione a chinone. La specie Fe2+ è molto reattiva e in presenza di 
perossido di idrogeno va incontro alla reazione di Fenton dando come risultato 
radicale  idrossile.  Questo  dato  è  di  grande  importanza,  perchè  è  noto  che  la 
presenza di ferro aumenta notevolmente nelle cellule dei soggetti parkinsoniani in 
confronto a tessuti di controllo  [60]. La DA può anche essere ossidata da alcuni 
enzimi  [80]. Nei  melanosomi  la  tirosina  è  substrato  della  tirosinasi,  enzima  di 
sintesi della melanina. Nella formazione di questa si ha come intermedio il chinone 
della DA. E' stato trovato il mRNA della tirosinasi nelle cellule cerebrali, per cui si 
pensa che una piccola quantità di tirosinasi sia sintetizzata nei neuroni e che possa 
contribuire alla formazione dei chinoni nelle cellule  [81]. Attualmente vi sono dati 
discordanti  sulla  presenza  dell'enzima  nelle  cellule  cerebrali,  ma  anche  la 
prostaglandina  H  sintasi  e  altre  perossidasi  possono  utilizzare  la  DA  come 
donatore di elettroni dando come risultato specie chinoniche  [82].  Vediamo che 
l'ossidazione della DA porta quindi alla produzione di radicali e specie tossiche per 
la cellula. La abbondanza di perossido di idrogeno e ioni ferrici nei neuroni nigrali 
fornisce un terreno fertile per l'aumento dello stress ossidativo. La formazione dei 
chinoni però è potenzialmente tossica per la cellula non solo in quanto fonte di 
ROS, ma anche perchè i chinoni stessi sono molto reattivi e possono attaccare 
molecole fondamentali per la vita cellulare.  
1.6.4 Reattivita' dei chinoni della DA
Il chinone della DA è una specie molto reattiva. Può ciclizzare a dare un indolo, 
oppure si lega facilmente alle specie nucleofile. Le specie nucleofile maggiomente 
presenti  nella cellula sono i  tioli,  sotto forma di  cisteina (Cys) libera,  glutatione 
(GSH) e residui  di  cisteine delle proteine  [83]. I  dopamin-chinoni  si  legano alla 
cisteina, dando preferenzialmente la 5-Cys-DA, e come prodotto secondario la 2-
Cys-DA [77], [84], [85]. In figura 1.7 viene riportato lo schema di formazione del 5-
S-cisteinil-dopamminochinone
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Fig 7: Formazione della 5-S-Cys-DA 
La  Cys-DA  può  essere  ulteriormente  ossidata  e  ciclizzare  e  formare  la 
diidrobenzitiazina (DHBT-1) che può inbire il complesso mitocondriale I [86]. I DAQ 
possono reagire anche con lisine e istidine delle catene peptidiche, ma con molta 
meno  probabilità  rispetto  alla  cisteina  [80]. Nel  1989  Fornstedt  e  colleghi 
dimostrarono la presenza di 5-Cys-DA e altri derivati della reazione tra i chinoni di 
altre  catecolammine  e  derivati  della  DA,  quali  la  DOPA e  la  DOPAC,  con  la 
cisteina, a testimonianza del fatto che queste reazioni avvengono effettivamente in 
vivo [83], [87]. In questo lavoro venne misurato in HPLC la concentrazione di varie 
catecolammine e dei loro addotti  in SN, putamen e nucleo caudato umani, e la 
Cys-DA fu trovata largamente presente nei neuroni della SN. Nel lavoro del 1995 
Spencer  e  colleghi  ampliarono  i  campioni  e  i  tipi  di  aree  prese  in  esame, 
confrontando i livelli di Cys-DA nella SN, putamen, substantia innominata, nucleo 
accumbens, caudato e globo pallido [87]. Questo lavoro confermò la che la 5-Cys-
DA e la 5-Cys-DOPA sono presenti fisiologicamente nei tessuti di SN, putamen e 
substantia  innominata,  e  che  nella  SN  e  substantia  innominata  di  soggetti 
parkinsoniani aumenta la concentrazione della 5-Cys-DA [87]. La maggior parte 
deriva probabilmente dal legame tra il chinone e GSH, che viene degradato dalle 
proteasi.  Dato che era stato  dimstrato  da questi  lavori  che il  legame tra  DA e 
cisteina libera avviene in vivo, i ricercatori si sono chiesti se il chinone può legarsi  
anche a residui di cisteina presenti nelle catene peptidiche. Il lavoro di La Voie e 
Hastings ha dimostrato che la somministrazione della METH induce un significativo 
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aumento  della  cistein-dopamina  derivata  da  proteine  [88]. La  cisteina  si  trova 
spesso in siti attivi enzimatici e il legame covalente con il dopamin-chinone può 
inattivare la funzione della proteina, con gravi danni per la cellula. E' possibile che 
la  tossicità  della  METH  sia  mediata  proprio  da  questo  processo,  perchè  la 
cosomministrazione  delle  droghe e  di  tioli,  che  funzionano da  scavenger  per  i 
chinoni, previene la degenerazione cellulare [89], [90]. La reazione tra DA e residui 
di  Cys  delle  proteine avviene  sicuramente  con  minore  efficienza  a  causa  del 
maggiore  ingombro  sterico  che  impedisce  alla  molecola  di  raggiungere 
l'amminoacido, ma diversi lavori confermano che in vitro questo processo avviene 
[91].   
1.6.5 Legame del dopamin-chinone alle proteine
1.6.5.1 La α-sinucleina 
Dopo che i  lavori  precedentemente citati  hanno dimostrato che può avvenire  il 
legame tra DA e cisteina, molti  lavori  hanno cercato di  scoprire un nesso tra il 
legame della DA e l'inattivazione di alcune proteine chiave del morbo di Parkinson. 
Come abbiamo visto l'α-sinucleina è una proteina centrale per la patogenesi del 
PD e il suo potenziale tossico è legato alla tendenza a formare aggregati insolubili. 
Si lega facilmente in protofibrille che successivamente si dispongono in fibrille. Nel 
2001 Conway e collaboratori hanno dimostrato che in vitro il legame tra derivati  
della DA e la proteina stabilizza le protofibrille, che sono più tossiche per la cellula 
[22].La  condizione  perchè  avvenga  questa  interazione  è  che  siano  liberi  i  due 
gruppi -OH dell'anello catecolico,  altrimenti  non c'è effetto. Poichè l'α-sinucleina 
non  contiene  residui  di  cisteina,  suggeriscono  che  la  DA possa  legarsi  ad  un 
residuo di lisina o metionina. Successivamente è stato evidenziato che la presenza 
della DA citosolica in un modello di lievito induce l'aggregazione della proteina e la 
formazione  di  una  struttura  che  somiglia  alle  porine  batteriche  [92]. Questa 
struttura può agire come porina e rendere permeabili le membrane mitocondriali.  
La DA interagisce con la proteina a livello della sequenza 125-YEMPS-129, perchè 
la creazione di una proteina mancante di questo sito impedisce la aggregazione 
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[9].  La  sovraespressione  di  α-sinucleina  in  cellule  umane  in  coltura,  non 
dopaminergiche non induce apoptosi, che avviene solo in presenza di DA [93]. La 
presenza contemporanea di  fattori  di  rischio  come DA e aggregazione della α-
sinucleina renderebbe quindi le cellule della SN particolarmente sensibili a aumenti 
di stress ossidativo.   
1.6.5.2 Altre proteine
La DA può legare e inattivare altre proteine. La parkina fa parte di un pathway 
molto importante nel PD, e contiene molti residui di Cys nella sua sequenza, il che 
la rende bersaglio preferenziale per l'azione della DA. La parkina infatti è sensibile 
a un eccesso di  neurotrasmettitore libero,  e in  particolare  la DA si  lega a due 
residui (Cys-268 e Cys-323) liberi [94]. Il legame tra la parkina e la DA modifica la 
sua solubilità e ne induce l'aggregazione. In un importante lavoro del 2005 La Voie 
e colleghi dimostrarono che in vitro la DA inattiva l'attività della parkina [95]. Con 
una  tecnica  nuova  che  si  avvale  dell'uso  di  una  resina  di  polifenilboronato, 
riuscirono inoltre a isolare da estratti proteici della SN di un soggetto non affetto da 
PD aggregati di parkina. Questo è allo stato attuale l'unico lavoro in cui sono state 
isolate direttamente da tessuto umano proteine modificate con DA.
L'esposizione a un eccesso  di  DA o di  suoi  metaboliti  è  in  grado di  inattivare 
l'attività  di  molti  enzimi,  in  vitro  o  in  coltura.  Tra  questi  vanno  annoverati  la 
triptofano  idrossilasi  [96],[98],  la  tirosina  idrossilasi  [99],  l'α-chetoglutarato 
deidrogenasi [100], la piruvato deidrogenasi [101], il trasportatore della DA [102] e 
la Cu, Zn-superossido dismutasi [103]. Di particolare interesse per il nostro lavoro 
sono i  lavori  che indagano l'azione della  DA sulla  attività  mitocondriale.  La DA 
viene degradata dalla MAO che come abbiamo visto si trova sulla membrana. La 
DA può  attraversare  la  membrana  e  essere  ossidata  dall'ossigeno  molecolare 
presente  o  da  ioni  superossido  che  sfuggono  al  trasporto  elettronico.  Le 
catecolammine inoltre reagiscono facilmente con il ferro delle eme proteine. Nel 
mitocondrio quindi c'è un ambiente che favorisce particolarmente la ossidazione 
della DA, e le proteine target per l'azione della DAQ potrebbero essere proprio 
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quelle mitocondriali. Poiché le disfunzioni di questo organello sono pesantemente 
coinvolte con la patogenesi del PD, è stato indagata con attenzione l'azione delle 
catecolammine sulla vitalità dei mitocondri. L'esposizione di mitocondri di ratto a 
DA induce l'inibizione del complesso I e IV mitocondriale  [104]. Il  complesso di 
permeabilità mitocondriale regola il  passaggio di ioni tra le membrane interne e 
esterne. Ha molti residui di Cys in siti attivi e la esposizione a DA ne altera l'attività 
[105]. In un lavoro più recente è stato dimostrato che la somministrazione di grandi 
quantità di DA induce dei cambiamenti nel proteoma mitocondriale di ratto[106]. 
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2. SCOPO DEL LAVORO
Il morbo di Parkinson è la seconda malattia neurodegenerativa dell'età anziana. 
Colpisce prevalentemente le aree cerebrali preposte al controllo dell'attività motoria 
e  la  prima  area  colpita  è  la  sostanza  nera,  dopaminergica  e  pigmentata.  Le 
caratteristiche più importanti a livello molecolare della malattia sono la presenza di 
aggregati proteici, disfunzioni mitocondriali e alti livelli di stress ossidativo [2]. Una 
delle cause dello stress ossidativo nella SN è proprio la DA, in primo luogo perchè 
il  suo metabolismo provoca la formazione di radicali  nella cellula, e in secondo 
luogo perchè può ossidarsi e polimerizzare o reagire con altre molecole [107]. Per 
questi motivi la DA è considerata un fattore di rischio in un contesto già indebolito,  
in  cui  il  processo  di  invecchiamento  rende  difficile  l'eliminazione  di  molecole 
tossiche per la vita cellulare. Nella SN ci sono livelli di DA libera nel citosol più alti  
rispetto a altre aree dopaminergiche,  a causa dei bassi  livelli  di espressione di 
VMAT,  il  trasportatore  che  internalizza  il  neurotrasmettitore  nelle  vescicole 
sinaptiche.  Le  specie  ossidate  della  DA  reagiscono  facilmente  con  molecole 
nucleofile, come la cisteina libera o i residui di cisteina delle proteine. Poiché la 
cisteina spesso si trova nei siti attivi degli enzimi, il legame covalente con il chinone 
della DA potrebbe inattivare la funzione della proteina ostacolando seriamente la 
vita della cellula [108]. E' stato dimostrato che nella SN c'è alta concentrazione di 
cisteinil-DA libera, e che nei soggetti affetti la quantità aumenta rispetto ai controlli  
sani  [87].  La  induzione  del  rilascio  della  DA  dalle  vescicole  tramite 
somministrazione  di  metanfetamine,  o  la  somministrazione  della  DA a  colture 
cellulari  in  quantità  superiori  alla  sua  concentrazione  normale  nella  cellula, 
causano  la  formazione  di  addotti  proteine-dopamina  [88].  Lo  scopo  di  questo 
lavoro  è  verificare  se  il  legame  tra  DA e  proteine  avviene  anche  nei  tessuti 
cerebrali umani in condizioni fisiologiche, capire se ci sono differenze tra tessuti 
diversi e se l'eventuale presenza di addotti può rappresentare un fattore di rischio. 
Per  fare  questo  è  stata  effettuata  l'estrazione  della  frazione  proteica  da  SN e 
putamen. E' stato utilizzato un nuovo sistema basato sull'utilizzo di una resina di 
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fenil-boronato, capace di trattenere eventuali  proteine modificate all'interno della 
miscela proteica.  La frazione trattenuta è stata infine idrolizzata e analizzata in 
HPLC.
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3 MATERIALI E METODI
3.1 Reagenti
Tutte  le  soluzioni  sono  state  preparate  con  acqua  deionizzata  Milli-Q.  Tutti  i 
reagenti sono stati acquisiti dalla Sigma-Aldrich.
3.2 Tessuti analizzati
Per effettuare questo lavoro sono stati usati tessuti cerebrali umani, sostanza nera 
e putamen di soggetti non affetti da morbo di Parkinson, di età compresa tra 52 e  
89 anni.  I tessuti  sono stati  prelevati da soggetti  deceduti di entrambi i  sessi a 
diverse età, che non presentavano patologie neurodegenerative. I tessuti sono stati 
prelevati  in  conformità  con  le  norme  vigenti  in  materia  di  medicina  legale, 
immediatamente processati e congelati a -80 C fino al momento delle estrazioni 
proteiche.  L'estrazione  è  stata  fatta  da  soggetti  di  tre  fasce  di  età  diverse,  
compresa tra 50 e 70 anni, tra 70 e 80, tra 80 e 90, per effettuare un paragone e 
studiare se la presenza degli addotti possa variare con l'invecchiamento. La tabella 
3.1 riporta le sigle e le età dei soggetti. 
50-70 70-80 80-90
sostanza nera 2010_022 (52) 2009_026 (71) 2009_019 (83)
putamen 2010_019 (60) 2009_007 (72) 2010_032 (89)
Tabella 3.1: La tabella riporta il codice utilizzato per indicare i soggetti da cui sono 
state fatte le estrazioni, l'età di ogni sogetto è indicata tra parentesi
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3.3 Estrazione di proteine da tessuto cerebrale
l  parte prelimimare di questo lavoro sono stati confrontati tre diversi metodi per 
estrarre le proteine da tessuto:
• Soluzione contenente urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, Tris 30 mM e 
0,8% inibitore di proteasi 
• Soluzione con Tris 50 mM pH 7,4 e 0,8% inibitore di proteasi
• Soluzione  trifluoroetanolo  (TFE)-PBS  (rapporto  volume  1:1),  e  0,8% 
inibitore  di  proteasi,  pH  7,4  come  indicato  nel  metodo  di  Wang 
[109].L'unica modifica che abbiamo apportato è stata l'aggiunta di acido 
ascorbico  1  mM,  per  mantenere  la  DA in  forma  ridotta  ed  evitare  la 
formazione di addotti mentre viene effettuata l'estrazione.
Per confrontare gli  estraenti vengono pesati  circa 20 mg di tessuto per volta e 
aggiunto l'estraente in rapporto 1:8. I tessuti sono vortexati fino alla disgregazione, 
e  poi  omogenati  con  il  sonicatore  o  ultraturrex.  I  passaggi  sono  effettuati 
mantenendo le provette in ghiaccio. L'omogenato viene centifugato a 2200 g per 5 
minuti o fino alla scomparsa del particolato, quindi viene prelevato il surnatante.
La concentrazione proteica è stata determinata con il metodo di Lowry [110].
Le estrazioni proteiche fatte per le analisi descritte nei paragrafi successivi sono 
state fatte utilizzando circa 300 mg di tessuto e l'estraente a base di TFE-PBS in 
rapporto 1:8 mg/μl.
3.4 Analisi dei frammenti proteici con LC-MS
Le  proteine  sono  state  precipitate  e  risospese  in  H2O  bidistillata.  Sono  state 
digerite over night con 4 μg di tripsina a 37 °C pH 7,5 e il digerito triptico è stato 
iniettato  in  LC-MS/MS.  Gli  spettri  di  ionizzazione  di  massa  sono  stati  ottenuti 
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utilizzando  uno  spettrometro  di  massa  a  trappola  ionica  LCQ  ADV  MAX,  con 
sorgente di ioni ESI e controllato dal software 1,3 Xcalibur (Thermo-Finnigan, San 
Jose, CA, USA). Gli esperimenti ESI sono stati svolti su carica ionica positiva, alle 
seguenti  condizioni  strumentali:  voltaggio  della  sorgente  5,0  kV,  voltaggio  del 
capillare  46  V,  temperatura  del  capillare  210°C,  voltaggio  (tube  lens)  55  V. 
L’iniezione  in  LC-MS/MS  è  stata  effettuata  usando  il  sistema  di  iniezione 
automatico  Surveyor  HPLC  (Thermo  Finnigan,  San  Jose,  CA,  USA),  con  una 
colonna BioBasicTM C18 column, 5 μm, 2.1×150 mm. L'eluizione è stata condotta 
con 0.1 % HCOOH in acqua distillata (solvente A) e 0.1 % HCOOH in acetonitrile 
(solvente B), a un flusso pari a 0.2 ml/min; l'eluizione inizia con il 98 % del solvente 
A per 5 min, seguito da un gradiente lineare dal 98 % al 55 % A in 65 min. Gli 
spettri  MS/MS ottenuti  con il  CID sono stati  ottenuti  con una ampiezza di  2Th 
(m/z).Per l'analisi dei frammnenti peptidici lo spettrometro è stato settato in modo 
tale che per ogni picco in MS è stato è stato eseguito uno zoom e un MS/MS scan 
osul picco più intenso dello spettro MS. Gli spettri acquisiti sono stati confrontati 
automaticamente  con  il  protein  database  UniProtKB  (www.uniprot.org)  per 
identificare le proteine usando l'  algoritmo SEQUEST® del programma Bioworks 
3.1 (ThermoFinnigan, San Jose, CA). Sono state cercate le modifiche sui residui di 
cisteina,  con  i  seguenti  criteri:  cisteina  +  dopamina  (  massa  aggiunta  +  151); 
leucoamminocromo (massa + 149), 5, 6 didrossindolo (+147), 5,6 indolochinone 
(+145) e i loro dimeri corrispondenti [111].
3.5.Resina di fenil-boronato per l'isolamento di cis-dioli
3.5.1 Utilizzo della resina
E'  stata  utilizzata  una  resina  di  fenil-boronato  per  isolare  eventuali  proteine 
modificate dalla totalità di proteine estratte, perchè l’acido boronico ha due gruppi 
idrossilici  che  a  pH  basico  diventano  disponibili  per  un  legame  con  cis-dioli, 
37
formando un estere boronato. Il legame è covalente e reversibile a pH acido [112]. 
Per questo lavoro studi è stata usata la resina di aminofenil-boronato (PBA) legato 
a sferette di agarosio (Sigma-Aldrich, prod nos. A8312) in sospensione acquosa 
per trattenere le proteine di interesse. 
La resina viene attivata facendo un lavaggio con 5 volumi di NaOH 0,02 M, poi con 
5 volumi di acido acetico 0,05 M e infine con 10 volumi di H 2O distillata. Viene 
successivamente equilibrata con 50 volumi di loading buffer, composto da cloruro 
di  sodio  150  mM,  Hepes  20  mM,  cloruro  di  magnesio  20  mM,  pH 8,6.  Dopo 
l'attivazione il campione viene applicato sulla resina e lasciato in agitazione a 4 °C 
per  16  ore.  I  lavaggi  vegono  effettuati  con  100  volumi  dello  stesso  buffer, 
aggiungendo 10 ml di soluzione per volta e lasciando in agitazione. L'eluizione è 
fatta  con  l'eluition  buffer:  cloruro  di  sodio  150  mM,  Hepes  20  mM,  cloruro  di 
magnesio 20 mM, pH 2,5. Vengono aggiunti alla resina circa 3 ml di eluition buffer 
e lasciati in agitazione per circa 1 ora, dopo di che viene agiunto ancora elution 
buffer fino a un totale di 5 volumi di resina impaccata. Dopo l'uso la resina viene 
rigenerata con 10 volumi di Buffer borato 0,1 M pH 9,8 e NaCl 1 M, buffer borato 
0,1 M pH 9,8,  H2O, NaCl 2,0 M. La resina viene conservata in NaCl 1 M fino 
all'utilizzo successivo.
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Fig. 3.1: Schema di utilizzo e funzionamento della resina PBA
3.5.2 Applicazione delle proteine sulla resina PBA
Le proteine  sono  estratte  con  la  miscela  TFE-PBS pH 7,4.  Il  surnatante  della 
soluzione  centrifugata,  eliminato  il  particolato,  è  concentrato  sotto  vuoto.  La 
soluzione viene diluita in loading buffer e il pH portato a 8,6. La miscela è applicata 
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sulla resina e il tutto è tenuto per 16 ore in agitazione a +4 C, per permettere che 
avvenga il legame tra i catecoli e la resina. Dopo 16 ore vengono fatti i lavaggi 
della  resina con volume di  circa 10 ml  per  volta  di  washing buffer,  fino a  una 
quantità pari a 100 volumi di resina impaccata. Viene analizzato il volume di buffer 
in cui è stato applicato il campione alla resina, contente ciò che non si è legato, 
indicato con NL, il primo lavaggio (L1) e l'ultimo (UL). L'eluizione, che sarà indicata 
come frazione E, viene fatta con circa 5 volumi di eluition buffer. Il volume delle 
frazioni viene ridotto al rotavapor prima della idrolisi.
3.6 Idrolisi delle proteine
Per studiare la presenza di amminoacidi modificati viene effettuata l'idrolisi della 
miscela eluita dalla colonna. Le frazioni NL, L1 ed E vengono idrolizzate in una 
miscela  di  HCl  6M,  fenolo e  β-mercaptoetanolo  e lasciate  16 a 110 C.  Con lo 
stesso metodo viene effettuato l'idolisi delle molecole standard DA, Cys-DA e GSH-
DA. 
3.7 Sintesi degli standard 
3.7.1 Cisteinil-DA
Sono stati sintetizzati gli standard di cisteinil-DA e glutationil-DA. La DA (50 mg, 
0,26 mmol) è stata incubata con L-Cys (120 mg, 1,0 mmol) e una quantità catalitica 
di Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O (~2.0 μg) in 25 ml buffer ammonio acetato (0.1 M; pH 5.8) 
a  25°C.  Dopo essere  stato  in  agitazione per  circa  16 ore  è  stato  evaporato  il  
solvente  e  il  prodotto  purificato  tramite  HPLC  a  fase  inversa.  L'identità  della 
molecola è stata confermata dallo spettro MS (273.3 Da = M+1) e UV (la Cys-DA 
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ha un assorbimento tipico a 255 e 293 nm).La concentrazione della Cys-Da è stata 
ricavata dall'assorbimento UV, considerando λmax  292nm e ε292 3,000 M-1cm-1. [87].
3.7.2 Glutationil-DA
Per la sintesi del glutationil-DA (GSH-DA) la DA (4.4 mg, 2.3·10-3 mmol) è stata 
incubata  con  GSH  (2.2  mg,  7.2·10-3 mmol)  e  una  quantità  catalitica  di 
Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O (~2.0 μg) in 25 ml buffer ammonio acetato (0.1 M; pH 5.8) a 
25°C. Dopo essere stato in agitazione per circa 16 ore è stato evaporato il solvente 
e il prodotto purificato tramite HPLC a fase inversa. L'identità del coniugato è stata 
verificata con MS (459.2 Da = M+1) e UV. La λmax del GSH-DA è a 256 e 291 nm (ε 
a  pH 5,8  =  1,850  M-1cm-1)[87].  La molecola  viene  purificata  con  HPLC a fase 
inversa e ne viene calcolata la concentrazione.
3.8 Estrazione della Cys DA libera da tessuto
Una  parte  dei  tessuti  è  stata  usata  per  determinare  la  concentrazione  delle 
catecolammine totali. Per ogni misura sono stati pesati circa 30 mg di tessuto a cui 
è stato aggiunto il  buffer di lisi,  composto da HClO4 0,1 M, acido ascorbico (10 
μg/ml)  e  isoproterenolo  come standard  interno  (0,1  μg/ml),  in  rapporto  1:20.  I 
tessuti vengono omogenati con l'ultraturrex a 20500 rotazioni al minuto per circa 10 
secondi. L'omogenato viene centrifugato per 10 minuti a 14500 g. e il surnatante 
viene recuperato e iniettato in HPLC-EC. 
3.9 Analisi in HPLC delle catecolamine libere, degli standard e  
degli idrolizzati
3.9.1 HPLC-UV
Gli  standard sono analizzati  in  HPLC-UV utilizzando uno strumento  Jasco MD-
1510  con  detector  spettrofotometrico,  avente  una  colonna  semipreparativa 
SupelcosilTM LC18 a fase inversa (5 μm, 4.6×250 mm). L'eluizione viene fatta con 
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quantità  crescenti  di  acetonitrile,  partendo  da  H2O  contente  0,1  acido 
trifluoroacetico  (TFA)  per  15 minuti,  seguito  da  un  gradiente  lineare  che  in  20 
minuti raggiunge il 100% di acetonitrile contente 0,1% TFA. La velocità di flusso è 
0,8 ml/min. La analisi dell'eluato è fatta nel range tra 200 e 800.
3.9.2 HPLC-EC
Per l'analisi completa degli standard, degli idrolizzati e delle catecolammine libere 
abbiamo utilizzato  un  HPLC con  rivelatore  amperometrico.  Il  sistema  di  HPLC 
consiste in una pompa singola, una valvola di iniezione e una colonna C18 (250 x 
4.6 mm) Hypersil RPC18 (Thermo). Il sistema di rilevazione consiste in una cella 
contenente il working electrode e un elettrodo di riferimento Ag/AgCI. Il potenziale 
è  settato  a  +0.75  V  contro  l'elettrodo  di  riferimento  e  la  sensibilità  è  10  nA. 
L'integratore è collegato a un pc (Perkin Elmer modello 1020). La fase mobile è 
costituita  da acetato  di  sodio  50 mM, EDTA  0,05 mM, eptansolfonato 0,7  mM, 
metanolo 6,5% (pH 2,35). La velocità del flusso di lavoro è 1,7 ml/min.
3.10 Analisi dati per la Cys-DA libera
Nel buffer di lisi è stato inserito isoproterenolo come standard interno, per cui la 
concentrazione di catecolammine per tessuto è stata normalizzata come rapporto 
tra l'area della  catecolamina considerata e l'area dell'isoproterenolo stesso,  per 
correggerla rispetto alla perdita di standard durante l'estrazione. Per questo motivo 
la quantità di Cys-DA libera nel tessuto è riportata come rapporto tra le due aree. 
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4.RISULTATI
4.1 Estrazioni proteiche e analisi in LC-MS
Nella  parte  iniziale  di  questo  lavoro  sono  stati  presi  in  esame  più  metodi  di 
estrazione proteica per raggiungere quello più adatto ai fini di questa ricerca. Sono 
state fatte delle estrazioni con tre diversi tipi di estraenti, CHAPS, Tris 50 mM e 
TFE-PBS, il contenuto proteico è stato quantificato con il metodo di Lowry e i lisati 
proteici ottenuti sono stati digeriti e analizzati in LC-MS. 
Il  residuo  di  CHAPS  non  è  eliminato  completamente  nemmeno  in  seguito  a 
precipitazioni proteiche e lavaggi e produce un segnale molto intenso che in LC-
MS copre parte dei picchi dei peptidi, ed è stato quindi escluso per le estrazioni 
successive. L'estrazione con Tris 50 mM ha una resa quantitativa media di circa 40 
μg proteine per mg di tessuto utilizzato, mentre quella con TFE-PBS 30 μg/mg. Il 
confronto tra le analisi LC-MS dei digeriti triptici degli estratti proteici ottenuti con 
Tris  50  mM  e  TFE-PBS  mostrano  che  il  cromatogramma  del  digerito  triptico 
dell'estratto  con  TFE mostra  una  maggiore  ricchezza  di  peptidi.In  fig  4.1  sono 
riportati i cromatogrammi LC-MS delle analisi sui tre estraenti diversi.
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Fig.4.1:  Cromatogrammi  dei  peptidi  analizzati  ottenuti  da  putamen.  A:  miscela 
proteica  ottenuta  con  l’estrazione  con  CHAPS  4%;  B:  estrazione  con  Tris;  C: 
estrazione con TFE
L'estrazione  fatta  con  TFE-PBS  permette  di  avere  il  miglior  rapporto  tra  resa 
quantitativa e buona risoluzione del segnale LC-MS, e questa soluzione è stata 
quindi utilizzata per tutte le estrazioni successive. 
Nel corso delle analisi LC-MS sono state cercate modifiche apportate dal legame 
sui  residui  di  cisteina,  come:  cisteina  +  dopamina  (  massa  aggiunta  +  151); 
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leucoamminocromo (massa + 149), 5, 6 didrossindolo (+147), 5,6 indolochinone 
(+145) e i loro dimeri corrispondenti ma non sono state trovate in nessun estratto 
proteico.
4.2 Utilizzo della resina PBA
Le  analisi  in  LC-MS  non  hanno  permesso  di  rilevare  proteine  dopaminate:  è 
possibile  che  siano  presenti  in  bassa  percentuale,  e  quindi  potrebbero  essere 
coperte  dal  segnale  dei  peptidi  più  abbondanti.  Si  è  reso  quindi  necessario 
utilizzare  un  metodo  che  permettesse  di  isolare  dalla  miscela  proteica  solo  le 
proteine dopaminate per poterle studiare meglio e identificarle. A questo scopo è 
stata utilizzata una resina PBA normalmente usata per isolare dioli in soluzione. In 
primo  luogo  è  stata  verificata  la  capacità  della  resina  di  legare  le  molecole 
standard, quali Cys-DA e GSH-DA, e di discriminarne la presenza all'interno di una 
miscela  proteica.  La  resina  è  stata  poi  utilizzata  per  isolare  eventuali  proteine 
modificate dagli estratti proteici dei tessuti cerebrali.
4.2.1 Verifica della capacità di legame e di sensibilità della resina
4.2.1.1 Cys-DA
Al fine di verificare la capacità della resina di legare amminoacidi dopaminati  è 
stata  sintetizzata  Cys-DA  e  purificata  da  HPLC.  In  fig.4.2  viene  mostrato  il 
cromatogramma HPLC-EC della Cys-DA purificata a cui è stata aggiunta DA per 
mostrare i diversi tempi di ritenzione.
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Fig 4.3 Cys DA
DA
Cys-DA
Fig. 4.2: Cromatogramma HPLC-EC della Cys-DA e della DA
La molecola è stata caricata sulla resina PBA. L'analisi della eluizione mostra che 
si lega alla resina e si trova per la quasi totalità (>90%) nella eluizione (dati non 
mostrati).
4.2.1.2 GSH-DA
E' stato sintetizzato GSH-DA e purificato con HPLC-UV. La concentrazione è stata 
calcolata tramite lo spettro UV usando la ε292 3,000 M-1cm-1.(λmax   292nm). Il GSH-
DA è stato mescolato a un largo eccesso di GSH, in rapporto 1:10. La miscela di 
GSH/GSH-DA è stata caricata sulla resina per verificare la capacità della resina di 
trattenere molecole  dopaminate presenti  in  bassa percentuale all'interno di  una 
miscela. Di seguito sono mostrati i  cromatogrammi della HPLC-EC del GSH-DA 
purificato, del non legato e dell'eluato.
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Fig 4.4 GSH-DA
GSH-DA
DA
Fig. 4.3: GSH-DA. Una piccola parte di DA rimane nella soluzione
  
Fig 4.7: NL GSH-DA
GSH-DA
Fig. 4.4: NL del GSH-DA applicato alla resina.
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Fig 4.8: Eluizione GSH DA
GSH-DA
DA
Fig. 4.5: Eluizione del GSH-DA applicato alla resina. E' visibile anche una piccola 
quantità di DA.
Le due soluzioni sono state portate alla stessa concentrazione, quindi i due picchi 
sono immediatamente confrontabili.
Calcolando la concentrazione del GSH-DA rispetto al totale caricato sulla resina si 
può verificare che nella eluizione viene recuperato il  90,46% di GSH-DA totale. 
Questo dimostra che la resina PBA è in grado di legare con grande efficienza i 
composti dopaminati. 
4.2.1.3 Analisi della estrazione proteica con standard interno
E' stata fatta una estrazione proteica da uno dei campioni di putamen aggiungendo 
alla miscela di estrazione anche una quantità nota di una miscela di DA e GSH-DA. 
L'estrazione è stata condotta normalmente e applicata alla resina per verificare se 
con questo metodo è possibile separare i composti dopaminati da un omogenato di 
tessuto. Le frazioni NL ed E sono state idrolizzate e analizzate in HPLC-EC.In fig 
4.6  viene  mostrato  il  cromatogramma  della  miscela  DA/GSH-DA che  è  stata 
48
aggiunta all'estraente, il NL ed E. L'analisi ha permesso di identificare le molecole 
standard nella eluizione
Fig. 4.6: Cromatogramma della miscela DA/GSH-DA aggiunta alla estrazione
  
Fig 4.9: NL Putamen + GSH DA
DA
Fig. 4.7: NL della estrazione con DA/GSH-DA. E' visibile il picco della DA
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Fig 4.5 DA, GSH-DA
DA
GSH-DA
  
Fig. 4.10 Eluizione Putamen + 
GSHDA
DA
GSH-DA
Fig. 4.8:  Eluizione della estrazione fatta con DA/GSH-DA. Si vedono i  picchi di 
entrambi gli standard
Queste dati dimostrano che la resina PBA usata nel corso di questo lavoro è in 
grado di legare selettivamente i composti dopaminati, di selezionarli all'interno di 
una miscela,  e che vengono isolati  anche da una miscela complessa come un 
lisato proteico da tessuto cerebrale.
4.2.2 Analisi degli idrolizzati delle proteine caricate sulla resina
Il risultato delle idrolisi delle frazioni NL, L1, E di ciascuna analisi è stato inettato in 
HPLC-EC per cercare la presenza di addotti cisteina-dopamina. Sono riportati di 
seguito i risultati delle analisi dei tessuti, dei tre tessuti di sostanza nera e i tre 
putamen. In ogni cromatogramma è stato evidenziato con un cerchio il tempo in cui 
dovrebbe uscire  la  Cys-DA.  Viene riportato  in  figura 4.9  il  cromatogramma del 
buffer  di  eluizione  idrolizzato,  da  usare  come riferimento  per  i  cromatogrammi 
successivi.
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Buffer eluizione
4.9: Cromatogramma della idrolisi del buffer di eluizione. Il buffer viene usato come 
riferimento per le analisi successive
4.2.2.1 Sostanza nera
4.2.2.1.1 SN 2010_022 
Questa analisi viene fatta sull'estratto proteico della SN di un soggetto di 52 anni. 
Dopo l'estrazione proteica il lisato viene centrifugato per eliminare residui e viene 
prelevato il surnatante. In questo caso viene idrolizzato anche il pellet e analizzato 
HPLC-EC, per escludere che eventuali proteine modificate rimangano nel pellet. 
Nella fig 4.10, 4.11, 4.12 vengono riportati i cromatogrammi delle analisi
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Fig 4.11 Pellet SN1
Fig. 4.10: Pellet dell'estrazione da SN 2010_022
  
Fig 4.12 L1 SN1
Fig. 4.11:NL estrazione SN 2010_022
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Fig. 4.13: E SN1
Fig. 4.12: Eluizione SN 2010_02
In nessuna frazione sono presenti residui di cisteina dopaminata.
Confrontando il cromatogramma della eluizione e del buffer di eluizione idrolizzato 
risulta che nella eluizione non è rilevata la presenza degli addotti cisteinil-DA.
4.2.2.1.2 SN 2009_026
In  questa  analisi  l'estrazione  proteica  è  stata  fatta  dalla  sostanza  nera  di  un 
soggetto di 71 anni. In fig 4.13 viene riportato il cromatogramma del NL e nella 
4.14 quello della eluizione 
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Fig 4.13 Cromatogramma della NL della SN 2009_026
  
Fig 4.15 L1 SN2
 
Fig. 4.14: Eluizione SN 2009_026
4.2.2.1.3 SN 2009_019
In questo caso l'estrazione proteica è stata fatta dalla SN di un soggetto di 83 anni.  
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Fig 4.15
: Eluizione SN2
In fig 4.15 viene mostrato il risultato dell'idrolisi del NL, nella 4.16 della L1 e ella 
4.17 della eluizione.
  
Fig 4.16: NL SN3
Fig 4.15: Idrolisi del NL della sostanza nera SN 2009_019
  
ig. 4.17: L1 SN3
Fig 4.16: Idrolisi del L1 SN 2009_019
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Fig. 4. 18: E SN3
Fig 4.17: Idrolisi della eluizione SN 2009_019
In nessuna di queste frazioni è presente Cys-DA.
4.2.2.2 Putamen
Il putamen riceve le afferenze della SN, pertanto vi si trova molta DA. Per questo 
motivo è stato scelto come confronto con la SN. 
4.2.2.2.1 PUT 2010_019
In questo caso l'estrazione è stata fatta da un soggetto di 60 anni. Di seguito sono 
riportati i cromatogrammi del NL (fig. 4.18) e della eluizione (fig 4.19)
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Fig 4.20 EL Put 1
Fig 4.18 NL putamen 2010_019
  
Fig 4.19 NL Put 1
Fig 4.19 Eluizione putamen 2010_019
Non sono visibili residui di Cys-DA.
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4.2.2.2.2 PUT 2009_007
L'estrazione è stata fatta da un soggetto di 72 anni.
Fig. 4.20: NL putamen 2009_007
  
Fig 4.22: El Put 2
Fig. 4.21: Eluizione putamen 2010_019
In nessuna frazione sono presenti addotti Cys-DA.
58
  
Fig 4.21: L1 Put 2
4.2.2.2.3 PUT 2010_032
L'estrazione è stata fatta da un soggetto di 89 anni
Fig 4.22: NL putamen 2010_032
  
Fig 4.24 Elu Put3
Fig. 4.23 Cromatogramma HPLC-EC della eluizione putamen 2010_032
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Fig 4.23 NL Put 3
Nel cromatogramma di questa eluizione è possibile vedere un picco al tempo di 
ritenzione della Cys-DA. Per approfondire la natura di questa molecola è stata fatta 
una  analisi  anche  in  HPLC-UV.  In  fig.4.24  viene  riportato  il  cromatogramma 
ottenuto che non mostra un picco nel tempo di ritenzione tipico della Cys-DA a 
questa velocità di flusso, 12,5 minuti, per cui anche in questo caso viene esclusa la 
presenza dell'amminoacido modificato nell'idrolizzato.
  
HPLC-UV Putam n 032
Fig 4.24: HPLC-UV della eluizione putamen 2010_032
4.2.2.2.3 PUT 2010_032 denaturato
In questo caso una parte dell'estrazione da putamen 2010_032 è stata denaturata 
aggiungendo SDS 2% e mantenendola a 100 ºC per 5 minuti. La miscela proteica 
denaturata è stata caricata sulla resina e trattata come gli altri campioni. In figura 
4.25 è mostrato il cromatogramma della eluizione: 
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Eluizione Putamen denaturato 
Fig. 4. 25: Cromatogramma della eluizione di putamen denaturato.
4.3 Analisi della cisteinil-DA libera nei tessuti cerebrali umani
L'analisi degli  idrolizzati non ha permesso di rintracciare la presenza di Cys-DA 
proveniente  da  proteine  in  nessuna  frazione  analizzata.  E'  stata  condotta  una 
estrazione  delle  catecolammine  libere  sugli  stessi  soggetti  da  cui  sono  state 
estratte le proteine per verificare la presenza di Cys-DA libera nei tessuti. L'unico 
soggetto  che  non  è  stato  analizzato  è  stato  il  SN 2009_022,  sostituito  da  un 
soggetto di età comparabile. L'estrazione è stata effettuata omogenando il tessuto 
in  una soluzione di  HClO4 contenente uno standard interno,  isoproterenolo,  da 
usarsi  come  riferimento.  La  quantità  di  Cys-DA libera  è  stata  calcolata  come 
rapporto tra l'area della Cys-DA e quella dell'isoproterenolo. I rapporti sono riportati 
nella tabella 4.1.
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Tabella 4.1: Tabella riassuntiva del rapporto tra Cys-DA libera e isoproterenolo nei 
tessuti di SN e putamen
Fornstedt e colleghi dimostrarono che la quantificazione della Cys-DA libera da 
tessuti post mortem non è da considerarsi strettamente quantitativa, perchè nelle 
prime 24 ore dalla morte il  livello della Cys-DA può aumentare anche del 40%, 
perchè  la  DA  viene  liberata  dalle  vescicole  e  può  reagire  con  le  molecole 
circostanti [83]. E' stata analizzata comunque la presenza della Cys-DA libera per 
poter fare un confronto tra i due tessuti e per paragonare la presenza di Cys-DA 
libera con la eventuale Cys-DA derivata dalle proteine idrolizzate,  considerando 
che le reazioni post mortem della DA possono avvenire anche verso le proteine 
citosoliche.
Anche tenendo conto dell'errore dovuto alla reattività  della DA post  mortem,  la 
quantità di Cys-DA libera nella SN è nettamente superiore a quella nel putamen.
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SN Età Rapporto con standard interno
2010_003 50 2,42
2009_026 71 2
2009_019 83 2,62
Put
2010_019 60 0,59
2009_007 72 0,58
2010_032 89 0,31
5. DISCUSSIONE
La dopamina,  neurotrasmettitore  della  SN,  area colpita  da neurodegenerazione 
durante il morbo di Parkinson, è un potenziale fattore di rischio per le cellule [113]. 
Tende facilmente a ossidarsi e legarsi a composti nucleofili, come la cisteina [107]. 
Il  legame della  DA con  residui  di  cisteina  delle  proteine  potrebbe  inattivare  le 
funzioni della proteina stessa e essere pericoloso per la vita cellulare [108]. 
Lo scopo di questo lavoro è stato verificare se la proteine vengono modificate dalla 
DA nei tessuti cerebrali umani in condizioni fisiologiche. E' stata usata una resina di 
fenil boronato capace di legare i cis-dioli, tra cui le catecolammine, con l'intento di 
selezionare eventuali proteine dopaminate dal resto della componente proteica. E' 
stata scelta perchè il gruppo fenil-boronato della resina è in grado di legare i cis-
dioli a pH basico, con un legame covalente reversibile a pH acido [95].
In primo luogo è stata verificata l'efficienza di tale sistema. Sono stati sintetizzati 
degli standard, Cys-DA e GSH-DA, e sono stati applicati sulla resina. La analisi in 
HPLC-EC e HPLC-UV ha mostrato che la quasi totalità delle molecole applicate si 
trova nella eluizione e quindi che la resina ha una buona efficienza di legame nei 
confronti delle catecolammine. Per verificare se il sistema utilizzato fosse adatto 
anche  ad  isolare  le  molecole  dopaminate  all'interno  di  una  miscela  complessa 
come un lisato cellulare è stata fatta una estrazione aggiungendo una quantità nota 
di  DA e  GSH-DA al  buffer  di  lisi,  e  l'estratto  è  stato  caricato  sulla  resina.  Le 
molecole standard inserite sono per la quasi  totalità nella eluizione. Questi  dati 
mostrano che il metodo utilizzato per questo lavoro è molto efficiente, il  legame 
specifico  e  che  l'utilizzo  della  resina  è  un  buon  sistema  per  isolare  composti 
dopaminati da una miscela. 
Per  studiare  la  presenza  di  eventuali  composti  dopaminati  in  tessuti  creebrali 
umani  sono  state  condotte  delle  estrazioni  proteiche  da  tessuti  diversi,  SN  e 
putamen, da soggetti di tre fasce di età, tra 50 e 70 anni, tra 70 e 80 e tra 80 e 90. 
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Gli estratti sono stati applicati alla resina e il primo lavaggio e l'eluizione ottenuti 
sono stati idrolizzati, al fine di analizzare gli amminoacidi in HPLC-EC.
Sono stati confrontati tre soggetti diversi per la SN. In nessuno di questi è stata 
rilevata la presenza di Cys-DA proveniente da proteine idrolizzate.
Sono stati confrontati tre soggetti  diversi anche per il  putamen ma nemmeno in 
questi  sono  stati  trovati  amminoacidi  dopaminati.  Per  escludere  che  i  residui 
amminoacidici  dopaminati  si  trovino  in  punti  della  proteina  non  accessibili  alla 
resina per motivi di ingombro sterico un estratto proteico è stato denaturato prima 
di essere applicato sulla resina, ma nemmeno in questo caso sono state trovate 
tracce di Cys-DA. 
E' stata effettuata inoltre una estrazione della Cys-DA libera dagli stessi tessuti da 
cui  sono  state  estratte  le  proteine.  La  soluzione  usata  per  estrarre  le 
catecolammine viene inietatta in HPLC-EC per verificare la presenza della Cys-DA. 
Nonostante questo tipo di analisi non sia da considerarsi quantitativa a causa della 
tendenza della DA a reagire anche in tessuti post-mortem [83], lo scopo di questo 
esperimento era confermare che nei tessuti che sono stati analizzati è avvenuto il 
legame tra DA e cisteina libera. E' risultato che nella SN è presente una grande 
quantità di Cys-DA libera, nel putamen una quantità inferiore.
Utilizzando quindi il sistema che si avvale dell'uso della resina PBA non sono state 
trovate proteine dopaminate né nella SN né nel putamen di soggetti non affetti da 
Parkinson  e  non  è  stata  rilevata  differenza  tra  soggetti  di  età  diverse.  Questo 
potrebbe derivare sia da una mancata formazione degli addotti proteina-dopamina 
sia dall'impossibilità di rilevarli.
Il  primo caso  potrebbe essere  dovuto  al  fatto  che nella  SN sono presenti  alte 
concentrazioni  di  cisteina  libera.  Questa  potrebbe rappresentare  un  sistema  di 
protezione nei confronti delle proteine, dato che la cisteina libera è più disponibile 
per il legame rispetto ai residui inseriti in una catena peptidica. La NM inoltre si 
forma a partire da DA libera nelle cellule e quindi potrebbe essere un mezzo a 
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disposizione della cellula per depositare la DA in ecceso. Mentre in vitro la DA in 
eccesso si lega alle proteine, è possibile che in vivo, nel corso di un processo più 
lento, possa polimerizzare formando il pigmento.
Nel secondo caso una possibile spiegazione è che avvenga il  legame tra DA e 
proteine, ma che le proteine danneggiate vengano inglobate nella NM, che come è 
stato  visto  precedentemente,  ha  una  grande  affinità  per  molte  molecole 
potenzialmente tossiche per  la  cellula.  Un'altra  spiegazione possibile  è che nei 
soggetti  non  affetti  da  PD  i  sistemi  ubiquitina-proteasoma  siano  in  grado  di 
rimuovere le proteine danneggiate con grande efficienza. Nel putamen i i livelli di  
glutatione sono più alti rispetto alla SN, per cui è possibile che riesca a bloccare la  
polimerizzazione della DA, dato che anche i livelli di Cys-DA sono molto più bassi 
di quelli della SN. 
Come ultima possibilità è importante ricordare che la DA legata a un residuo di 
cisteina può ancora reagire con altre molecole. Poichè l'analisi effettuata in HPLC-
EC è estremamente precisa, usando come standard la Cys-DA è possibile che dei 
residui di cisteina a cui si sono legate più molecole di DA non siano state rilevate o 
riconosciute. 
Per completare il lavoro presentato in futuro occorrerebbe confrontare i soggetti  
presi  in esame con soggetti  parkinsoniani  della  stessa età,  per  verificare se in 
individui  aventi  un  sistema  ubiquitina-proteasoma  già  compromesso  c'è  una 
differenza  nella  presenza  di  proteine  dopaminate.  Sarebbe  inoltre  interessante 
analizzare  le  frazioni  eluite  con  LC-LC/MS per  cercare  un  maggior  numero  di 
modificazioni e per poter identificare eventuali frammenti peptidici. 
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